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© ionenaustauscher 

Die Erf indung betrifft Ionenaustauscher auf Basis von hy- 
droxylgruppenhaltigen Tragern, deren Oberflachen mit ko- 
valent gebundenen Polymeren beschichtet sind, wobei den 
Polymeren Monomere derFormel I 

CH 0 =CR 1 -C-X I 
2 II 



worin R* und X die in Anspruch 1 gegebene Bedeutung ha- 
ben, zugrunde liegen, sowie die Verwendung dieser Materia- 
Hen zur Fraktionierung von Biopolymeren. 
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Beschreibung 



Die Erfmdung betrifft lonenaustauscher auf Basis von hydroxylgruppenhaltigen Tragern, deren Oberflachen 
mit kovelent gebundencn Polymeren beschichtet sind, wobei den Polymeren Monomere der Formel I 



CH 2 =CR I — C — X (1) 
II 

O 

worin 

R 1 HoderCH* 

X —OH oder — NR 2 R 3 , 

R 2 und R 3 jeweils _ . J . „ t . . 

eine Alkyl-, Phenyl-, Phenylalkyl- oder Alkylphenylgruppe mit bis zu 10 C-Atomen in der Alkylgruppe, wobei 

diese Gruppen ein- oder mehrfach substituiert sein kdnnen durch Alkoxy-, Cyano-, Amino-, Mono- oder 

Dialkylamino-, Trialkylammonium-, Carboxyl-, SulfonsSure-, Acetoxy- oder Acetamino-Reste, 

einen cyclischen oder bicyclischen Rest mit 5-10 C-Atomen, worin eine oder mehrere CH- oder CH 2 -Gruppen 

durch N oder NH, N oder NH und S, oder N oder NH und O ersetzt sind, 

oder ein Sulfonsulfid der Struktur 

-(CH 2 )n-S0 2 -(CH 2 )„-S(CH2) fl OH 

mit „ = 2 - 6 bedeuten und einer der Reste R 2 und R 3 auch H bedeuten kann, 

wobei R 2 und R 3 so aufeinander abgestimmt sind, dafl entweder beide Reste sauer oder basisch oder einer der 
beiden Reste neutral ist, 

zugrundeliegen,sowie ein Verfahrenzu deren Herstellung. 

Die erfindungsgemaBen lonenaustauscher konnen zur Trennung von MakromolekQIen, insbesondere zur 
Fraktionierung von Biopolymeren, eingesetzt werdea 

Die Auftrennung und Reinigung biologischer Makromolekfile, wie z. B. Nucleinsauren, Proteine, Enzyme, 
subzellulare Einheiten, Peptide, monoklonale Antikdrper oder ganze Zellen, hat im Hinblick auf die Gentechno- 
logie und Biotechnologie groBe Bedeutung erlangt 

InderLiteratursindemigeTrennmethodenfarBiopolymerebeschrieben. 

Es ist z. B. bekannt, daB sich Nucleinsaure- und Proteingemische in waBngem Polyethylenglykol-Dextran- 
Zweiphasensystem im Gegenstromverteilungsverfahren trennen lassen (P. A. Albertson [1971J 2nd Ed, Alm- 
quist & Wisell, Stockholm). Als Weiterentwicklung werden in den EP 01 54 246 Phasentrager fur die Verteilungs- 
chromatographie von Biopolymeren in einem Zweiphasensystem beschriebea Diese Phasentrager bestehen aus 
nichtadsorptiven, in dem Phasensystem unldslichen Grundtragerteilchen. deren Oberflache mit einem ffest 
anhaftenden Materia! (beispielsweise chemisch gebundenem Polyacrylamid) mit Affinitat fOr erne der Pnasen 
des Phasensystems beschichtet ist . 

Bekannt ist auch der Einsau von Ionenaustauschern zur Fraktionierung von biologischen Makromolekulen. 
Die herkdmmlichen Materialien bestehen aus Polymeren wie z.B. Potymethacrylate, Polystyrole, Agarose, 
vernetztes Dextran oder Kiese!ge!en, die entsprechende funktionelle Gruppen tragea ' t 

Das Aun6sungsverm6gen und die Bindungskapazitat solcher Materialien sind jedoch haufig sehr unbefnedi- 
gend. Ferner werden die zu trennenden BiomolekQle oftmals denaturiert oder nicht mehr vollstandig eHiiert 

Die Zielsetzung in der vorliegenden Erfindung besteht darin, universell einsetzbare lonenaustouscher fttr die 
Fraktionierung von Biopolymeren zu entwickeln, die f rei von den genannten Nachteilen sind, d a die bei hoher 
Kapazitat die zu trennenden MolekQle voll reversibel ohne Denaturierung zu binden verm6gea 

Uberraschenderweise wurde gefunden, daB die erfindungsgemaBen lonenaustauscher die oben genannten 
Voraussetzungen erfQIIen und fOr die Fraktionierung von Makromolekulen, insbesondere von Biopolymeren, 

gC Gegenstand der Erfindung sind somit lonenaustauscher auf Basis von hydroxylgruppenhaltigen Trlgern, 
deren Oberflachen mit kovalent gebundenen Polymeren beschichtet sind, dadurch gekennzeichnet, daB den 
Polymeren Monomere der Formel I zugrunde liegea 

Ferner ist Gegenstand der Erfindung ein Verfahren zur Herstellung von Ionenaustauschern auf Basis yon 
hydroxylgruppenhaltigen Tragern, deren Oberflachen mit kovalent gebundenen Polymeren beschichtet sind, 
durch Pfropfpolymerisation in Gegenwart von Cer(lV>Ionen, bei welchem die hydroxylgruppenhaltigen Tra- 
gerteilchen in einer Ldsung der Monomeren der Formel I suspendiert und polymensiert werdea 

Gegenstand der Erfindung ist auch die Verwendung dieser lonenaustauscher zur Fraktionierung von Biopoly- 



Die Struktur der erfindungsgemaBen lonenaustauscher ist derjenigen der Phasentrager in i EP 01 54 246 
ahnlica Im Gegensatz zu den dort beschriebenen Materialien weisen bei den erfindungsgemaBen Verbmdungen 
die Polymeren an der Oberflache der Tragerteilchen jedoch andere Strukturen und Eigenschaf ten auf. Die in der 
EP 01 54 246 beschriebenen Materialien werden in erster Unie als Phasentrager fur die Verteilungschromato- 
graphie in Zweiphasensystemen eingesetzt und enthalten selbst keine chromatographisch aktiven Gruppen. Im 
Gegensatz dazu sind die erfindungsgemaBen Materialien selbst chromatographisch aktiv und konnen als lonen- 
austauscher sowie als Trager fur die Affmitatschromatographie eingesetzt werden. 

Die erfindungsgemaBen lonenaustauscher bestehen aus Tragerteilchen mit Hydroxylgruppen, auf die uber die 
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a-C-Atome der Hydroxylgruppen ein polymeres Material, ausgehend von den Monomeren der Formel I, 
aufgepfropft ist 

Als Tragerteilchen kommen alie allgemein bekannten pordsen und unpordsen Chromatographietrager, die 
primare oder sekundare, aliphatische Hydroxylf unktionen an der Oberflache aufweisen, in Frage. 

Bevorzugt sind dabei beispielsweise hydrophile Polymere auf Acrylat- und Methacrylatbasis, Polymere auf 
Polyvinyialkohol-Basis, diolsubstituierte Kieselgele, Polysaccharide auf Agarose- Basis, Cellulose, Cellulosederi- 
vate oder Polymere auf Dextran-Basis. Es kdnnen aber selbstverstandlich auch andere Polymere oder Copoly- 
mere auf der Grundlage von Monomeren wie Vinyl verbindungen, Acrylamid, (Meth)Acrylsaureestern oder 
(Meth)Acrylnitril in hydroxylierter Form eingesetzt werden. 

Das polymere Material, das fiber die a-C-Atome der Hydroxylgruppen an die Tragerteilchen gebunden ist, 
basiert auf den Monomeren der Formel L Diese Monomeren sind (MethJ-Acrylamid-Derivate (X « — NR 2 R 3 ) 
oder(Meth)Acrylsaure(X « OH). 

Alle diese Monomere stellen in waBriger Losung radikalisch polymerisierbare Substanzen mit reversibel 
bindenden Gruppen dar, die neutral, sauer oder basisch sein kdnnen. 

In Formel I bedeutet R 1 vorzugsweise H, d h. die Acrylsaurederivate sind bevorzugt. 

X bedeutet -OH oder -NR 2 R 3 , vorzugsweise — NR 2 R 3 

Bevorzugt sind Monomere der Formel I, in denen X — NR 2 R 3 bedeutet und einer der Reste R 2 und R 3 H ist 
Die Reste R 2 und/oder R 3 bedeuten bevorzugt eine Alkyl-, Phenyl-, Phenylalkyl- oder Alkylphenytgruppe, 
wobei die Alkyl- und/oder die Phenylgruppe ein- oder mehrfach, vorzugsweise ein- oder zweifach, insbesondere 
bevorzugt einfach, substituiert sein kann durch einen Alkoxy-, Cyano-, Amino-, Mono- oder Dialkylamino-, 
Trialkylammonium-, Carboxyl-, Sulfonsaure-, Acetoxy- oder Acetamino-Rest 

Die Reste R 2 und/oder R 3 bedeuten bevorzugt Alkyl, Alkoxyalkyl, Cyanoalkyl, Aminoalkyl, Mono- oder 
Dialkylaminoalkyl, Trialkylammoniumalkyl, Carboxyalkyl oder Sulfonsaureaikyl mit bis zu 10 C-Atomen, bevor- 
zugt bis zu 6 C-Atomen, insbesondere bevorzugt bis zu 4 C-Atomen in der Alkylgruppe, die linear oder 
verzweigt sein kann. R 2 und/oder R 3 bedeuten demnach bevorzugt Methyl, Ethyl, Propyl, Butyl, Pentyl, Hexyl, 
Methoxymethyl, Ethoxymethyl, 2-Methoxyethyl, 2-, 3- oder 4-Oxapentyl, 2-, 3-, 4- oder 5-Oxahexyl, 2-, 3-, 4-, 5- 
oder 6-Oxaheptyl, Isopropyl, 2-Butyl, Isobutyl, 2-Methylbutyl, Isopentyl, 2-Methylpentyi, 3-Methylpentyl, 2-Oxa- 
3-methylbutyl, 3-Oxa-4-methyIbutyl, 2-Methyl-3-oxapentyl, 2-Methyl-3-oxahexyl, ferner auch Heptyl, Octyl, No- 
nyl oder Decyl. 

Ferner bevorzugt sind auch Alkylgmppen, die durch eine Cyano, Carboxy- oder Sulfonsauregruppe substitu- 
iert vorliegen. Demnach bedeuten R 2 und/oder R 3 bevorzugt Cyanomethyl, Cyanoethyl, Cyanopropyl, Cyanobu- 
tyl, Cyanopentyl, Cyanohexyl, 2-Cyanopropyl, 2-Cyanobutyl, Carboxylmethyl, Carboxylethyl, Carboxylpropyl, 
Carboxylisopropyl, Carboxylbutyl, Carboxylpentyl, Carboxylhexyl, Carboxyl-2-methylpropyl, Carboxyl-2-me- 
thylbutyl, Sulfonsauremethyl, Sulfonsaureethyl, Sulfonsaurepropyl, Sulfonsaurebutyl, Sulfonsaurepentyl, Sulfon- 
sSurehexyl, Sulfonsaure-2-methylpropyl Sulfonsaure-2-methylbutyl, Sulfonsaure-3-methylbutyt Sulfonsaure- 
2-methylpentyl, Sulfonsaure-3-methylhexyl oder Sulfonsaure-2-ethylpentyl. 

Ferner sind die Alkylgmppen bevorzugt einfach substituiert durch eine Amino-, Mono- oder Dialkylamino- 
oder Trialkylammoniumgruppe. Die Alkylgmppen kdnnen dabei gleich oder verschieden sein und bis zu 10, 
vorzugsweise bis zu 6 C-Atomen, insbesondere bevorzugt bis zu 4 C-Atomen, besitzen und bedeuten demnach 
vorzugsweise Dimethylaminoethyl, Diethylaminoethyl, Methylaminoethyl, Methylaminopropyl, Dimethylami- 
nopropyl, Ethylaminoethyl, Propylaminoethyl, Propylaminopropyl, Dipropylaminoethyl, Dipropylaminobutyl, 
Diethylaminoethyl, Trimethylammoniumethyl, Trimethylammoniumpropyl, Trimethylammoniumbutyl, Triethy- 
lammoniumethyl, Triethylammoniumpropyl, Triethylammoniumethyl, Aminoethyl, Aminopropyl, Aminobutyl 
oder AminopentyL Alle diese Alkyl- und substituierte Alkylgruppen sind ebenfalls bevorzugt als Substituenten 
an der Phenylgruppe. 

Bevorzugt fur R 2 und/oder R 3 ist auch ein Sulfonsulfid der Struktur 

-(CH 2 )„-S0 2 -(CH 2 )-S-(CH 2 )nOH 

mit n - 2, 3, 4, 5 oder 6, vorzugsweise 2, 3 oder 4. 

Vorzugsweise hat R 2 und/oder R 3 auch die Bedeutung einer Phenylgruppe, die vorzugsweise einfach substitu- 
iert ist durch Cyano, Cyanoalkyl, Amino, Aminoalkyl, Mono- oder Dialkylamino, Alkyl, Alkoxy, Alkoxyalkyl, 
Mono- oder Dialkylaminoalkyl, Trialkylammonium- oder Trialkylammoniumalkyl, Carboxy, Carboxyalkyl, Sul- 
fonsaure oder Sulfonsaureaikyl. Die bevorzugten Bedeutungen dieser Substituenten entsprechen den vorste- 
hend angegebenen bevorzugten Alkylgmppen und substituierten Alkylgmppen. Der Substituent an der Phenyl- 
gruppe sitzt vorzugsweise in p-Stellung. 

p-Acetoxyphenyt, p-Aminophenyl oder p-Acetaminophenyl sind ebenfalls bevorzugte Bedeutungen fur R 2 
und/oder R 3 

Bevorzugt fur R 2 und/oder R 3 ist ferner eine Alkylphenyl- oder Phenylalkylgruppe, wobei ebenfalls die 
angegebenen bevorzugten Bedeutungen fur die Alkyl-, substituierten Alkyl- oder substituierten Phenytgruppen 
gelten sollen. 

Demnach gelten folgende substituierte Phenylgruppen beispielsweise als besonders bevorzugt: 4-Cyanophe- 
nyl, 4-Alkylphenyl, 4-(N,N-Dimethylamino)- phenyl, 4-(N>J-Dialkylaminoethyl)-phenyl, 4-Ethoxyphenyl, 4-Et- 
hoxyethylphenyl, 4-Trialkylammoniumphenyl, 4-Carboxylphenyl, 4-Sulfonsaurephenyl, Phenylethyl, 4-(N-Ethy- 
lamino)phenylpropyl oder 4-Cyanophenyl-ethyL 

Des weiteren sind Monomere der Formel I bevorzugt, in denen R 2 und/oder R 3 einen cyclischen oder 
bicyclischen Rest, der aromatisch oder gesattigt sein kann, mit 5-10 C-Atomen, worm ein- oder mehrere CH- 
oder CH 2 -Gmppen durch N oder NH, N oder NH und S, oder N oder NH und O ersetzt sind, bedeuten. 
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R 2 und/oder R 3 bedeuten demnach bevorzugt auch einen Pyridinrest, Imidazolytrest, Indolylrest ferner 
bevorzugt einen Pyrrol-, Pyrimidin-, Pyrazin-, Chinolin- oder Isochinolinrest 

R 2 und/oder R 3 kdnnen beispielsweise auch einen Thiazol-, Thiadiazol-, Morpholin-, Tnazin-, Piperazin-, 
Benzothiazol-, Purin-, Pyrazol-.Triazol-, Pyrolidin- oder Isoxazol-Rest bedeuteit 

Insbesondere bevorzugt sind dabei die aromatischen, heterocyclischen Reste. 

Die Reste R 2 und R 3 mOssen, um zu geeigneten Austauschern zu gelangen, so aufeinander abgestimmt werden, 
daB entweder beide Reste eine saure oder basische Gruppe enthalten oder aber einer der Reste neutral ist Dem 
Fachmann bereitet es keine Schwierigkeit, die Gruppen entsprechend zuzuordnen und somit geeignete Reste fur 
R 2 und R 3 zusammenzustellen, je nach Funktion und Aufgabe des gewflnschten Ionenaustauscher^ 

Vorzugsweise ist einer der beiden Reste R 2 und R 3 ein neutraler Rest 

Zur Herstellung der erfmdungsgemaBen Materialien werden die hydroxylgruppenhaltigen Tragerteilchen in 
einer Losung von Monomeren suspendiert, vorzugsweise in einer waflrigen Ldsung. Das Aufpfropfen des 
polymeren Materials wird im Zuge einer Qblichen Redoxpolymerisation unter SauerstoffausschluB bewirkt Als 
Polymerisations-Katalysator werden Cer([V>Ionen eingesetzt, da dieser Katalysator an der Oberflache der 
Tragerteilchen Radialstellen bildet, von welchen die Pfropfpolymerisation der Monomere gestartet wird. Die 
Unge und Anzahl der entstehenden Ketten konnen vom Fachmann durch Einstellen der Cer(IV)-Salz- und der 
MonomerkonzentrationnachWunschgesteuertwerdea 

Bezuglich Einzelheiten dieses an sich bekannten Verfahrens wird auf E Mino und S. Kaizerman in J. of 
Polymer Science, VoL XXXI, Nr. 122 (1958), 242 -243 verwiesen. , . 

Zur Herstellung von Ionenaustauschern, die ein Copolymer an der Oberflache gebunden haben, werden 
einfach die entsprechenden, verschiedenen Monomeren der Formel I in der Losung suspendiert 

Fur eine Copolymerisation mOssen dabei, um erfindungsgemaBe Austauscher zu erhalten, die Monomeren der 
Formel I so gewahlt werden, daB beide Monomere entweder basische oder saure Gruppen enthalten oder em 
Monomeres neutral ist , , 

Ansonsten gelten fur die Auswahl der Monomeren, die fiir eine Copolymerisation geeignet sind, die allgemei- 
nen Regeln und Bedingungen, die der Fachmann aus dem Stand der Technik entnehmen kann. 

Die Vielzahl der einsetzbaren Monomeren der Formel I fiihren zu einer groBen Palette von schwach basi- 
schen, schwach sauren bis stark sauren oder basischen Austauschern sowie Tragern fur die Affinkatschromato- 
graphie. . _ . 

Die Austauscher sind insbesondere far die Fraktionierung von Biopolymeren, wie z. B. Peptide, Proteme und 

Nucleinsauren geeignet . . 

Weiter kdnnen die erfmdungsgemaBen Ionenaustauscher zur Trennung und Reimgung von Viren, Zellorga- 
nellen, prokaryontischen oder eukaryontischen Zellen sowie Proteinkomplexen eingesetzt werden. 

Fur jedes Trennproblem kann bei der groBen Anzahl von Monomeren der optimale Austauscher hergestellt 
werden, so daB Affinitatseffekte mit ionischen Bindungen kombiniert werden kdnnen. 

Es hat sich gezeigt, daB die erfindungsgemaBen Austauscher mit sehr viel hdherer Bindungskapazitat herstell- 
bar sind als die Qblichen Ionenaustauscher. 

AuBerdem werden auch bei diesen Materialien beispielsweise Desoxyribonucleinsauren voll reversibel ge- 
bunden und Restriktionsfragmente werden nach ihrer GrdBe aufgetrennt 

Ein groBer Vorteil dieser neuen Austauscher liegt darin, daB durch die Beweglichkeit der aufgepfropften 
Kettenpolymeren jedes geladene MakromoIekOI entsprechende Gegengruppen im optimalen Abstand zur 
Matrix findet 

AuBerdem entstehen keine strukturellen Anderungen des gebundenen Makromolekflls, da sich der Austau- 
scher mit seinen z. B. basischen Austauschergruppen an die Anordnung der sauren Gruppen eines Makromole- 
kUlsanpaBtundnichtumgekehrt " 

Mit den erfmdungsgemaBen Materialien steht somit eine Vielzahl von verschiedenartigsten Austauschern, die 
bezuglich Struktur und Funktionsweise neu sind, zur Trennung von Makromolektilen, insbesondere Biopolyme- 
ren zur Verfflgung. 

Die folgenden Beispiele dienen der weiteren Erlauterung der Erfindung. 

In den Beispielen wurden folgende hydroxylgruppenhahige Trager als Ausgangsmaterialien eingesetzt: 
Fractogel*TSK HW65(S) -5S(S)- pordses Mischpolymeres auf Vinylbasis, 1 m Aq OH/g.(Fa. E. Merck) 
LiChrospher*-Diol: Diolsubstituiertes Kieselgel (Fa. E. Merck). 

Beispiel 1 

Herstellung eines schwach sauren Kationenaustauschers 

50 ml abgesaugtes Fractogel HW 65(s) werden in einer Usung von 19 g Acrylsaure in 150 ml Wasser suspen- 
diert, mit Argon durchsptilt und unter SauerstoffausschluB bei 25°C mit 15 ml einer 0,4-M-L6sung von Ammoni- 
um-Cer(rv>nitrat in 0,1 M HN0 3 versetzt und 3 Stdn. bei der gleichen Temperatur gerOhrt Das Reaktionspro- 
dukt wird abgesaugt, mit Wasser, danach mit 500 ml Natriumsulfit in 10%iger Essigsaure, anschlieBend mit 
500 ml 0,2-M-NaOAc-L6sung und schlieBlich wieder mit Wasser gewaschen. 

Das Produkt enthalt 03 mVal saure Gruppen pro ml und bindet 99 mg Lysozym pro ml gepackten Gels aus 
20 mM Na-Phosphat-Puffer, pH 7,0, welches in 03 Mol/1 NaCl in Phosphat vollstandig wieder abgegeben wird. 

Beispiel 2 

Herstellung eines schwach basischen Ionenaustauschers 
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100 ml sedimentiertes UChrospher^-Diol (1000 A Porenweite, 10 urn PartikelgrdBe) werden grflndlich mit 
dest Wasser, 0,2 M-NaO Ac- Ldsung und wieder mit Wasser gewaschen und in einer Ldsung von 104 g N,N-Dt- 
methylaminoethyl-acryiamid (A) in 700 ml Wasser (mit HNO3 auf pH 5,0 eingestellt) in einem 1000-ml-Reak- 
tionsgefaB mit Thermostatenmantel suspendiert, auf 25° C temperiert und der Luftsauerstoff aus der Suspension 
durch Ar verdrangt 100 ml einer 0,4- M-Cer-ammonium-nitrat- Ldsung in 1 M HNO3 werden unter LuftabschluB 
zugesetzt, und die Suspension wird bei ca. 200 UpM mit einem Flu gel run re r 3 Stdn. geruhrt Die Reaktion wird 
durch Luft2utritt gestoppt, das Reaktionsprodukt abfiltriert, mit 500 ml Wasser gewaschen, mit 500 ml 
0 t 2-M-Na 2 SO 3 in 10% AcOH danach mit 500 ml 0,2-M-NaOAc gespOlt und mit Wasser neutral gewaschen. 

N-Gehalt:l.l%; 

Bindungskapazitat fOr Rinder-Serum-Albumin: 60 mg/ml Gel (0,05 M Tris-Puffer, pH 83). 

Beispiei 3 

Hersteliung eines basischen Austauschers 

Pfropfpolymerisation auf LiChrospher*-Diol (100 A Porenweite, 10 \im PartikelgrdBe) 

Die Hersteliung erfolgt analog Beispiei 2; anstelle von (A) werden jedoch 123 g N,N-Diethy1aminoethyl-acry- 
lamid(B)eingesetzt 

N-Gehalt:0,5%; 

Bindungskapazitat fur Rinder-Serum- Albumin: 45 mg/ml (0,05 M Tris-Puffer, pH 8,3). 

Beispiei 4 

Hersteliung eines stark basischen Anionenaustauschers 

Ausgangsmaterial: LiChrospher®-Diol(1000 A Porenweite, 10 u.m PartikelgrdBe) 

Die Hersteliung erfolgt analog Beispiei 2; anstelle von (A) werden 113 g Trimethylammoniummethyl-acryla- 
mid (C) eingesetzt 

N-Gehalt:0,5%; 

Bindungskapazitat fUr Rinder-Serum-Albumin: 763 mg/ml Gel (0,05 M Tris-Puffer, pH 83). 

Beispiei 5 

Hersteliung eines stark sauren Austauschers 

Ausgangsmaterial: Li-Chrospher*-Diol (1000 A Porenweite, 10 pm PartikelgrdBe) 

Die Hersteliung erfolgt analog Beispiei 2; anstelle von (A) werden 150 g 2-Acrylamido-2-methylpropansulfon- 
saure(D) eingesetzt 

1*0,2%; 
S:0,2%; 

Bindungskapazitat fOr Lysozym: 36 mg/ml Gel (20 mM PO4, pH 7,0) 

Beispiei 6 

Hersteliung eines schwach basischen Austauschers 

Ausgangsmaterial: FractogelTSK HW 55(S) 

Die Hersteliung erfolgt analog Beispiei 2; anstelle von LiChrospher^-Diol werden 100 ml Fractoger® einge- 
setzt und 60 g N,N-Dimethylaminoethyl-acrylamid (A). 

N:531%; 

Bindungskapazitat fttr Rinder-Serum-Albumin: 57 mg/ml Gel (0,05 M Tris, pH 83). 

Beispiei 7 

Hersteliung eines basischen Austauschers 
Ausgangsmaterial: Fractogel®TSIC HW 65 (M) 
Die Hersteliung erfolgt analog Beispiei 2; anstelle von (A) werden 123g N,N-Diethylaminoethyl-acrylamid 
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eingesetzt 
N:23%; 

Bindun^kapazitat fOr Rinder-Serum-Albumin: 79 mg/ml Gel (0,05 M Tris-Puffer, pH 83). 

Beispiel 8 

Herstellung eines stark basischen Anionenaustauschers 
Ausgangsmaterial: Fractogel*TSlCHW65(M) 100 ml 113 gTrimethylammoniumethylacryiamid 
Die Herstellung erfolgt analog Beispiel 2. 
N:3,80%; 

Bindungskapazitat fUr Rinder-Serum-Albumin: 154 mg/ml Gel (0,05 M Tris-Puffer, pH 8,3). 

Beispiel 9 

Analog Beispiel 2 stellt man aus 100 ml Fractogel* TSK HW 65(S) und 150 g 2-Aciylamido-2-methylpropan- 
sulfonsaure einen stark sauren lonenaustauscher her. 

N:03%, 
S:0,7%; 

Bindungskapazitat fur Lysozym: 51 mg/ml Gel (20 mM P0 4 , pH 7,0). 

In den vorstehenden Beispielen bedeutet 

Tris: Tris (hydroxymethyl)aminomethaa 
HCI und P0 4 : Natriumphosphatpuffer. 

Die folgenden Beispiele betref fen Anwendungsbeispiele. 

Beispiel A 

Fraktionierung von DNA-Restriktionsf ragmen ten 

Der nach Beispiel 2 hergestellte basische Austauscher wird in einer Superformance«-Saule (50 x 10 mm, 
Hersteller: E Merck) in 20 mM Tris-HQ pH 6,5, gepackt, mit dem gleichen Puffer bei 2 ml/min equflibnert nut 3 
Absorptionseinheiten(260 nm) Restriktionsfragmenten aus pDSl-Plasmid mit den Langen 1 1, 18,31,45,80,85,87, 
222 262, 267, 270, 314, 434, 458, 587 und 657 Basenpaaren beladen. Bei der nachfolgenden Elution mit einem 
NaCl-Gradienten (0- 1 M NaCl) im Equilibrierungspuffer bei 1 ml/min resultierte eine sehr gute Trennung der 
einzelnen Restriktionsfragmente. 

Beispiel B 

Fraktionierung von Ziegen-Serum 

Das in Beispiel 8 hergestellte Material wird in einer Superformance®-Saule (50 x 10 mm) gepackt, mit 20 mM 
Tris-HCl. pH 83, equilibriert, mit 50 ul Serum in 250 ui Puffer beschickt und mit einem linearen Gradienten von 
0- 500 mM NA 2 S0 4 im gleichen Puffer eluiert Man erhalt eine beachtenswerte Abtrennung der Globulme vom 
Albumin. 

Beispiel C 

Trennung von 0-Lactoglobulin A und B 

Das nach Beispiel 3 hergestellte Material wird in einer Superformance«-Saule (50 x 10 mm) gepackt, mit 
20 mM Na-PO* pH 6,8, equilibriert, mit 0,6 mg kauflichem Gemisch von 0-LactogIobuim A und B in 100 uJ Puffer 
beschickt und mit einem 50-ml-Gradienten von 0-500 mM Na2S0 4 (linear) im angegebenen Puffer elutert Man 
erhalt eine sehr gute Trennung von 0-Lactoglobulin A und 0-LactoglobuIin B. 

Beispiel D 

Fraktionierung von Maus-Ascites-FlQssigkeit mit monoklonalem Antikdrper 

Das nach Beispiel 3 hergestellte Material wird in einer Superformance*'Saule (50 x 10 mm) gepackt, mit 
20 mM Tris-HCl. pH 83, equilibriert mit 13 ml Ascites- Flussigkeit in 43 ml Puffer beschickt, und mit einem 
Gradienten (100 ml) von 0-250 mM Na2SQ 4 im Startpuffer eluiert 
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Beispiel E 

Fraktionierung von Immunglobulin (IgG) aus Humanserum 

1. Das in Beispiel 5 hergesteilte Material wird in einer Superformance*-Saule (50 x 10 mm) gepackt, mit 
10 mM NaOAc/HOAc, pH 5,0, equilibriert, mit 3,5 mg IgG beladen und mit einem NaCl-Gradienten(100 ml, 
0— 1 M) im gleichen Puffer eluiert Man erhalt eine relativ gute Fraktionierung 

2. Fraktionierung analog zu 1. unter Verwendung des in Beispiel 9 hergestelken Materials. 

3. Fraktionierung von IgG analog zu E 1. an herkdmmlichen SP-Fractogel 650(s): Das erhaltene Elutions- 
profil zeigt hierbei kaum eine Fraktionierung. 

Man kann aus diesen Versuchen erkennen, da8 bei Verwendung eines herkdmmlichen Materials eine schlech- 
tere Auftrennung erfolgt a Is bei Verwendung von erfindungsgemaBen Austauschern. 

Beispiel F 

Fraktionierung von Maus-Ascites-Flussigkeit mit monoklonalem Antikorper 

Der nach Beispiel 5 hergesteilte, stark saure Austauscher wird in einer Superformance^-Saule (50 x 10 mm) 
gepackt, mit 10 mM NaOAc/AcOH, pH 5,0, equilibriert, mit 100 ul Ascites beladen und in einem Gradienten 
(50 ml von 0 nach 500 mM NaCl eluiert Man erhalt eine gute Abtrennung der Immunglobuline mit dem 
monoklonalen Antikdrper. 

Aus den obigen Beispielen ist ersichtlich, daB mit den erfindungsgemaBen lonenaustauschern sehr gute 
Trennergebnisse zu erzielen sind und diese Materialien vorteilhaft fflr die Trennung von Biopolymeren geeignet 
sind, 

Patentanspruche 

1. lonenaustauscher auf Basis von hydroxylgruppenhaitigen Tragern, deren Oberflache mit kovalent gebun- 
denen Polymeren beschichtet sind, dadurch gekennzeichnet, daB den Polymeren Monomere der Formel I 



CH 2 =CR I — C — X a) 



R 1 HoderCHs, 

X —OH oder — NR 2 R 3 , 

R 2 und R 3 jeweils 

eine Alkyl-, Phenyl-, Phenylalkyl- oder Alkylphenylgruppe mit bis zu 10 C-Atomen in der Alkylgruppe, 
wobei diese Gruppen ein- oder mehrfach substituiert sein kflnnen durch Alkoxy-, Cyano-, Amino-, Mono- 
oder Dialkylamino-.Trialkylammonium-, Carboxyl-, Sulfonsaure-, Acetoxy- oder Acetamino-Reste, 
einen cyclischen oder bicyclischen Rest mit 5—10 C-Atomen, worin eine oder mehrere CH- oder 
CH r Gruppen durch N oder NH, N oder NH und S, oder N oder NH und O ersetzt sind, 
oder ein Sulfonsulfid der Struktur 

-(CH 2 ) fl -S02-(CH 2 )i7-S(CH2)nOH 

mit n « 2— 6 bedeuten und einer der Reste R 2 und R 3 auch H bedeuten kann, 

wobei R 2 und R 3 so aufeinander abgestimmt sind, daB entwedcr beide Reste sauer oder basisch oder einer 
der beiden Reste neutral ist, 
zugrunde ligen. 

2. lonenaustauscher nach Anspruch 1, dadurch gekennzeichnet, daB X in Formel 1 —OH bedeutet 

3. lonenaustauscher nach Anspruch 1, dadurch gekennzeichnet, daB X in Formel I — NR 2 R 3 ist; worin 
R 2 und R 3 jeweils 

Alkyl, Alkoxyalkyi, Cyanoalkyl, Aminoalkyl, Mono- oder Dialkylaminoalkyl, Trialkylammoniumalkyl, Car- 
boxy alkyl, Sulfonsaurealkyl mit jeweils bis zu 10 C-Atomen in der Alkylgruppe, 

unsubstituiertes oder durch einen oder mehrere Alkyl-, Alkoxy-, Alkoxyalkyi-, Cyano-, Cyanoalkyl-, Amino- 
alkyl-, Amino-, Mono- oder Dialkylamino-, Mono- oder Dialkylaminoalkyl-, Trialkylammonium-. Trialky- 
lammoniumalkyK Carboxy-, Carboxyalkyi Sulfonsaure-, Sulfonsaurealkyl-, Acetoxy- oder Acetamino- 
Gruppe(n) substituiertes Phenyl mit bis zu 10 C-Atomen in der Alkylgruppe, 

einen cyclischen oder bicyclischen Rest mit 5—10 C-Atomen, worin eine oder mehrere CH- oder 
CHrGruppen durch N oder NH, N oder NH und S, oder N oder NH und O ersetzt sind, 
oder ein Sulfonsulfid der Struktur 



-(CH) n -S02-(CH 2 ) n -S-(CH 2 ),,OH 
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mit n - 2-6 bedeuten und einer der Reste R 2 und R 3 auch H bcdeuten kann, wobei R 2 und R 3 so 
aufeinander abgestimmt sind, daB entweder beide Reste sauer oder basisch oder einer der betden Reste 

neutral ist . , . 0 , 

4. Ionenaustauscher nach mindestens einem der Anspruche 1 bis 3, dadurch gekennzeichnet, daB das 
Polymer ein Copolymer, basierend auf Monomeren der FormeUist 

5. Verfahren zur Herstellung von lonenaustauschern auf Basis von hydroxyigruppenhaltigen Trageiuderen 
Oberflachen mit kovalent gebundenen porymeren beschichtet sind, durch Pfropfpolymensatton in Gegen- 
wart von Cer(rV>Ionen, dadurch gekennzeichnet, dafi die hydroxyigruppenhaltigen Tragerteilchen m einer 
L6sung der Monomeren der Formel I 



CH 2 =CR'— C — X 0) 

I 
O 

worin 

R 1 HoderCHa, 

X —OH oder — NR 2 R 3 , 

R 2 undR 3 jeweilseine . 

Alkyl-, Phenyl-, Phenylalkyl- oder Atkylphenylgruppe mit bis zu 10 C-Atomen in der Alkylgruppe, wobei 

diese Gruppen ein- oder mehrfach substituiert sein kdnnen durch Alkoxy-, Cyano-, Amino-, Mono- oder 

Dialkylamino-, Trialkytammonium-, Carboxyl-, Sulf onsaure-, Acetoxy- oder Acetamino-Reste, 

einen cyclischen oder bicyclischen Rest mit 5-10 C-Atomen, worin eine oder mehrere CH- oder 

CH 2 -Gruppen durch N oder NH, N oder NH und S, oder N oder NH und O ersetzt sind, 

oder ein Sulfonsulfid der Struktur 

-(CH 2 ) fl -S0 2 -(CH 2 )n-S(CH 2 ) / ,OH 

mit n - 2-6 bedeuten und einer der Reste R 1 und R 2 auch H bedeuten kann, wobei R 2 und R 3 so 
aufeinander abgestimmt sind, daG entweder beide Reste sauer oder basisch oder einer der beiden Reste 
neutral ist, 

suspendiertundpolymerisiertwerden. . 

6. Verwendung der Ionenaustauscher nach mindestens einem der Anspruche 1 bis 4 zur Fraktionierung von 

Biopolymerea 
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